(12) SOLICITUD 



CIONAL PUBLICADA EN VIRTUD DEL TRA 1 
EN MATERIA DE PATENTES (PCT) 



52f 77 ^ 

10/536 7 78 



DE COOPERACION 



(19) Organization Mondial de la Propiedad 
Intelectual 

Oficina internacional 

(43) Fecha de publication international 
10 de Junio de 2004 (10.06.2004) 




(10) Numero de Publication International 

PCT WO 2004/047805 Al 



(51) Clasificacion International de Patentes 7 : A61K 9/127, 

39/00 

(21) Numero de la solicitud International: 

PCT/CU2003/000016 

(22) Fecha de presentation international: 

27 de Noviembre de 2003 (27.1 1.2003) 



(25) Idioma de presentation: 

(26) Idioma de publication: 



espanol 
espanol 



(30) Datos relativos a la prioridad: 

2002-0292 

27 de Noviembre de 2002 (27.1 1.2002) 



CU 



(71) Solicitante (para todos los Estados designados salvo US)i 
INSTITUTO FINLAY. CENTRO DE ENVESTIGA- 
CION-PRODUCCION DE VACUNAS Y SUEROS. 
[CU/CU]; Ave. 27 No.19805 e/ 198 y 202, La Coronela, 
La Lisa, Ciudad de la Habana, Cuba., 1 1600 Ciudad de la 
Habana (CU). 

(72) Inventores; e 

(75) Inventores/Sollcltantes (para US solamenie): PEREZ 
MARTIN, Oliver, German [CU/CU]; Calle 66, No. 913 
e/ 9 y 11, Playa, Ciudad de la Habana, Cuba., 11600 
Ciudad de la Habana (CU). BRACHO GRANDO, Gus- 
tavo, Rafael [CU/CU]; Calle 124 No.2509 entre 25 y 
27, Marianao, Ciudad de la Habana, Cuba, 11500 Ciudad 
de la Habana (CU). LASTRE GONZALEZ, Miriam, 
de San Juan Bosco [CU/CU]; Calle 66 No. 913 e/ 9 y 
11, Playa, Ciudad de la Habana, Cuba, 11600 Ciudad de 
la Habana (CU). SIERRA GONZALEZ, Victoriano, 
Gustavo [CU/CU]; Calle 158 No.3114 e/31 y 33, Playa, 
Ciudad de la Habana, Cuba., 16017 Ciudad de la Habana 
(CU). CAMPA HUERGO, Conception [CU/CU]; Calle 
19 No.21002 e/ 210 y 214, Atabey, Playa, Ciudad de la 
Habana, Cuba, 12100 Ciudad de la Habana (CU). MORA 
GONZALEZ, Nestor [CU/CU]; Avellaneda, Edif. 4 e/ 



Maceo y Villamil, Moion, Ciego de Avila., 222096 Ciudad 
de la Habana (CU). BARBERA MORALES, Ramon, 
Faustino [CU/CU]; Calle 210 No.1913 e/ 19 y 21 Rto. 
Atabey, Playa, Ciudad de la Habana, Cuba, 12100 Ciudad 
de la Habana (CU). DEL CAMPO ALONSO, Judith, 
Monica [CU/CU]; Calle 23 No. 508 Apto 3Be/Gy 
H, Plaza, Ciudad de la Habana, Cuba., 10400 Ciudad de 
la Habana (CU). RODRIGUEZ RAMIREZ, Tamara 
[CU/CU]; Calle OSspedes No.110 e/ Calixto Garcia y 
Benito Anido, Regla, Ciudad de la Habana, Cuba, 11200 
Ciudad de la Habana (CU). ZAYAS VIGNIER, Caridad 
[CU/CU]; Calle 27 D No. 12212 e/ 122 y 122 A, Marianao, 
Ciudad de la Habana, Cuba., 1 1600 Ciudad de la Habana 
(CU). GIL MARTINEZ, Danay [CU/CU]; Calle 158 
No. 6522, La Lisa, Ciudad de la Habana, Cuba, 11600 
Ciudad de la Habana (CU). TABOADA SUAREZ, Carlos 
[CU/CU]; Calle 236 Edif. 128 apto. 10 e/ 35 B y 39, 
San Agustin, La Lisa, Ciudad de la Habana, Cuba, Cuba 
Ciudad de la Habana (CU). 

(74) Mandatario: ACOSTA MARTINEZ, Ada; Ave. Ira No. 
1001 esq. 10, Miramar, Playa, Ciudad de la Habana, Cuba, 
11300 Ciudad de la Habana (CU). 

(81) Estados designados (nacional)i AE, AG, AL, AM, AT, 
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, 
CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE, 
GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, 
KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, 
MN, MW, MX, MZ, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, 
RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, TN, TR, 
TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW. 

(84) Estados designados (regional): patente ARIPO (B W, GH, 
GM, KE, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW), 
patente euroasidtica (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, 
TM), patente europea (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, 
EE, ES, FI, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PT, RO, 
SE, SI, SK, TR), patente OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, 
GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

[Continua en la pdgina siguiente] 



]Tj (54) Title: METHOD OF OBTAINING COCHLEAR STRUCTURES, VACCINE COMPOSITIONS, ADJUVANTS AND INTER- 
^ MEDIATES THEREOF 
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O (57) Abstract: The invention relates to the field of immunology and, more specifically, to the branch relating to adjuvants and 
^ vaccines. The invention relates to a method of obtaining cochlear structures from the outer membrane vesicles (bullae) of micro-or- 
^5 ganisms, in order to use same as adjuvants or vaccines. The invention also relates to the method of obtaining said cochlear structures. 

(57) Resumen: La presente invenci6n se relaciona con el campo de la Inmunologia, especi'ficamente con larama de los adyuvantes y 
las vacunas. El objetivo tecnico que se persigue es obtener estructuras cocleares a partir de vesiculas de membrana externa (ampollas) 
de microorganismos, con el fin de emplearlas como adyuvantes o como vacunas en sf. La invenci6n tambien se relaciona con el 
^ m&odo de obtenci6n de las estructuras cocleares. 



^2004/047805 Al IDIlllllDIIIIllHlllIllllllllI 



Publicada: 

— con informe de busqueda international 

Para codigos de dos letras y otras abreviaturas, vease la seccidn 
"Guidance Notes on Codes and Abbreviations'* que aparece al 
principio de coda numero regular de la Gaceta del PCT. 



WO 2004/047805 ^^PCT/CU2003/000016 

OBTENCI6N DE ESTRUCTURAS COCLEARES, COMPOSICIONES VACUNALES, 
ADYUVANTES Y SUS INTERMEDIARIOS 
Sector Tecnico 

c La presente invention se relaciona con el campo de la Inmunologfa, especfficamente 
con la rama de los adyuvantes y las vacunas. 
f 6cnica Anterior 

En la busqueda de vacunas eficientes, encontrar los antfgenos adecuados, ha sido 
art reto a varias esferas del conocimiento que desbordan la Vaccinologfa. Despues 

10 aue se cuenta con el antfgeno apropiado, este muchas veces no es suficientemente 
irifnunogenico o no Induce la respuesta deseada para lo cual es necesario el uso de 
adyuvantes apropiados. Sigue siendo una necesidad, en estos dfas, encontrar 
nuevas vacunas para las enfermedades no protegidas, mejorar las existentes, as! 
como contar con potentes adyuvantes para su uso en vacunas de nueva generation 

15 y multiples. La obtencibn de vacunas que admitan la inclusion de varios antfgenos y 
que sean efectivas tanto en adultos como en nifios, y mas aOn, en recien nacidos y 
la busqueda de adyuvantes funcionales a nivel mucosal con capacidad de resistir el 
pH acido del estomago, continda siendo un reto para los vaccin6Iogos 
La inmunizacion mucosal cada dfa cobra m£s auge pues muchos microorganismos 

20 entran por esta via. La via mucosal presenta varias particularidades entre las que se 
encuentran: la existencia de un sistema mucoso comun (capacidad de inducir 
respuestas locales y a distancia, por aplicaci6n mucosal) y el hecho de que la Ig 
(inmunoglobulina) A es el principal anticuerpo asociado con su proteccidn. 
Entre las ventajas de la inmunizacion mucosal se encuentran su facil administration, 

25 se evita el uso de jeringuillas, menor costo de production; es menos reactogenica y 
por ello, mas segura con respecto a las vacunas parenterals y la induccion de 
respuestas tanto mucosales como sistemicas. 

La inmunizacion mucosal, sin embargo, tiene que atravesar varias barreras. Entre 
ellas se encuentran: la acidez del estomago que alcanza pH acidos extremos; la 
30 basicidad del duodeno y el peristaltismo del tubo digestivo, que junto a lo localizado 
de los organos inductores a nivel mucosal con sus celulas M, especializadas en el 
muestreo de los antfgenos, disminuye la posibilidad de encuentro con los antfgenos 
vacunales. Los cilios y la formaci6n de mucos en los 6rganos mucosales 
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respiratorios tambten interfieren con el muestreo de los antfgenos vacunales por las 
celulasM. 

Las estrategias actuales para evitar el cx)ntacto del antfgeno con un pH acido son la 
aplicacion de las vacunas en soluciones acuosas bicarbonatadas alejados de los 
alimentos, para disminuir la acidez del estomago y producir un transito r£pido por el 
estomago (Benitez JA et a/., Infect and Immun 1999 ,67(2): 539-545) o el 
recubrimiento del antfgeno con agentes resistentes a los &cidos, como puede ser el 
caso de los liposomas. 

En la actualidad son bien conocidos los m§todos para preparar liposomas y 
encapsular materiales liposolubles y solidos (Schneider U. S. Pat. No. 4, 089, 801, 
Ash et al., U. S. Pat. No. 4, 448, 765 y Miller et a/., U. S. Patent No. 4, 133, 874). 
Entre los principales problemas que presenta la encapsulation de farmacos en 
liposomas se encuentran: su poca estabilidad en pruebas de estante; la liberation 
del material encapsulado; la reduction de la eficacia de las drogas; la susceptibilidad 
a las condiciones ambientales adversas, la digesti6n en el tracto gastrointestinal y la 
no fusion directa con las membranas celulares (http://www.BDSiAdvantages.htlm). 
Por otra parte, los liposomas son estructuras poco estables y generalmente no 
pueden ser liofilizados, aspecto este, que ha sido resuelto por la formaci6n de 
estructuras cocleares. 

Los cocleatos son estructuras multilaminares lipfdicas enrolladas sobre si mismas en 
formas de caracol. La obtenci6n de cocleatos a partir de la fusion de liposomas 
unilaminares y empleando cationes divalentes es bien conocido (D. 
Papahadjopoulos et a/., Biochem. Biophys. Acta, 1975; 394:483). Este procedimiento 
ha sido modificado para la formation de una suspensi6n de vesfculas lipfdicas 
multilaminares conteniendo y rodeadas por el antfgeno. Este es convertido en 
vesfculas lipfdicas proteicas unilaminares pequenas por sonicaci6n bajo nitr6geno, 
para en presencia de iones divalentes formar los cocleatos (Gould-Fogerite et al. U. 
S. Pat. No 5, 643, 574, July 1, 1997). Estos m&odos se encuentran resumidos en la 
Fig. 1. 

Los cocleatos y otras microestructuras autoensambladas se han empleado para la 
administration de agentes terap6uticos (Yager, et al. U. S. Pat. No. 5, 851, 536, 
December 22, 1998, Gould-Fogerite, ef a/. U. S. Pat. No. 5, 994, 318, November 30, 
1999 y Yager, et a/. U. S. Pat. No. 6,180,114, January 30, 2001) incluyendo 
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formulaciones de cocleatos conteniendo adyuvantes, (Gould-Fogerite, et aL U. S. 
Pat No. 5, 994, 318, November 30, 1999). No obstante, tanto los liposomas como 
los cocleatos requieren partir obligatoriamente de Ifpidos negativos y en ocasiones 
de colesterol, ambos generalmente de procedencia animal y de alto costo (Mannino, 

5 et aL U. S. Pat. No 4, 663, 161. May 5, 1987), que cada vez son menos aceptados 
por las regulaciones farmac6uticas y preferentemente incluyen una protefna 
purificada de microorganismos o un peptido para el caso vacunal. Ademas, vale la 
pena senalar que el empleo de cocleatos como adyuvantes por sf solos o la 
inclusion en ellos de otros activadores de senales importantes en la induccion de la 

10 respuesta inmune, tales como patrones moleculares asociados a pat6genos 
(estructuras conservadas filogeneticamente para las cuales existen receptores en los 
hospederos y que son reconocidas como senales de peligro por la respuesta innata 
del mismo) no han sido previamente considerados. 
Divulgacion de la Invencion 

15 El objeto de la presente invenci6n es la obtencion de una nueva estructura coclear a 
partir de vesfculas de membrana externa (ampollas) provenientes de organismos 
vivos, la cual presenta propiedades adyuvantes y vacunales debido a sus 
caracteristicas proteicas y lipfdicas particulares, asf como por los patrones 
moleculares asociados a patogenos incluidos. Las estructuras cocleares una vez 

20 formadas son homogenizadas en su tamano para hacerlas m£s efectivas 
inmunol6gicamente. 

Las estructuras cocleares de la presente invenci6n se diferencian, en tanto que, a 
pesar de su composicion proteolipfdica hasta el momento no ensayado por otros 
autores, logran autoensamblarse y dar lugar a estructuras enrolladas en sf mismas 

25 en forma de caracol. La composicion proteica y lipfdica de las estructuras cocleares 
depender&n del microorganismo de donde procedan las vesfculas de membrana 
externa, es decir, depended de las caracteristicas de las protefnas de su 
membrana. De igual forma, las mencionadas estructuras contienen concentraciones 
de patrones moleculares asociados a patogenos, entre el 1-7% con relacion a la 

30 concentration de protefnas, provenientes de la membrana del microorganismo en 
cuesti6n, insertados y no libres en las mismas. Estos patrones, ademas pueden ser 
purificados de otros microorganismos y adicionados para constar con varios 
patrones en una misma estructura. Los patrones adicionados m£s los existentes 
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tienen que encontrarse, con respecto a las protefnas, en una relaci6n total entre el 1- 
30% en relacion a la concentraci6n de protefnas. Uno de los patrones moleculares 
asociados a pat6genos incorporados durante la formacion de las estructuras 
cocleares fue el lipopolisacarido de Vibrio cholerae o de N. meningitidis (ejemplo 20). 
Las estructuras cocleares de la invencion permitieron la inducci6n de una respuesta 
preferentemente celular y por ello efectiva en lactantes, mostraron propiedades de 
termo resistencia, asf como de acido y b£sico resistencia y por tanto fueron efectivos 
por via mucosal (ejemplos 2, 4, 6, 8 y 10). Estas propiedades fueron utiles para el 
disefio de adyuvantes heterologos (adyuvantes empleados para potenciar vacunas 
diferentes a las que dieron origen a las vesfculas de membrana externa) y vacunas 
homologas (vacunas contra el microorganismo de donde provienen las vesfculas de 
membrana externa) empleando las mencionadas estructuras. 
Con relaci6n a la composicion vacunal ensayada con dicha estructura es importante 
senalar que las respuestas s6ricas fueron superiores a las obtenidas empleando la 
vacuna basada en vesfculas de membrana externa adyuvada en alumina conocida 
en el mercado, VA-MENGOC-BC®, en varios tiempos, e indujeron ademSs, IgA 
especffica al ser aplicadas por via mucosal. Asf mismo, las estructuras cocleares 
estimularon los linfocitos CD8, una parte importante de la respuesta inmune frente a 
organismos intracelulares. 

La acci6n adyuvante de las estructuras cocleares fue evaluada a trav6s de varios 
ensayos. Entre ellos se encuentran: la production de IL12 en la Ifnea histiocitaria 
humana U937 (ejemplo 11) y la producci6n de 6xido nftrico en la Ifnea macrotegica 
murina J774, en ausencia de otros estfmulos (ejemplos 13); la estimulaci6n de 
celulas dendrfticas humanas (ejemplo 15) y la reducci6n de las induraciones de las 
lesiones del reto con Leishmania major en ratones inmunizados con las estructuras 
cocleares conteniendo antfgenos de este protozoo (ejemplo 16). 
Las estructuras cocleares de la invenci6n hacen a la vacuna final o al adyuvante 
inducir In vivo" respuestas mas tempranas, potentes y duraderas, mientras que In 
vitro" se observa la induccion eficiente de mediadores involucradas con la induccion 
de un patr6n celular y buena estimulacion de c6lulas presentadoras de antfgenos 
profesionales (c6lulas dendrfticas) (ejemplos 11, 13 y 15). 

Otro objeto de esta invencion es el empleo de las vesfculas de membrana externa, 
que constituyen el punto de partida para la obtencion de las estructuras cocleares, 
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como vacunas en si mismas o como adyuvantes heterologos, de esta manera que la 
elimination de la adsorcion en hidroxido de aluminio no limite la capacidad 
inmunogenica de las mismas, considerando que no se ha explorado suficientemente 
la capacidad de las vesfculas de membrana externa por si solas para inducir 

5 respuestas parenterals. 

Dichas veslculas se definen como nanoesferas autoensambladas, constituidas por 
una bicapa lipidtca con protelnas y polisacaridos insertados en la misma. Estas 
pueden extraerse de cualquier pat6geno y presentar diferentes patrones moleculares 
asociados a los mismos (particularmente lipopolisacarido, peptidoglicano, 

10 lipoprotelna, acido teicoico, flagelina o lipofosfoglicano). El Lipofosfoglicano y el 
lipolisacarido fueron obtenidos de Leishmania major y N. meningitidis o Salmonella 
tiphy, respectivamente, durante el proceso de obtenci6n de las veslculas de 
membrana externa donde quedan insertados en las mismas y nunca libres en 
proporciones entre 1 y 7% del peso proteico. 

15 Como vacuna, las veslculas de membrana externa extraldas de Salmonella tiphy o 
de N. Meningitidis B indujeron respuesta de IgA por via nasal y buena respuesta 
inmunologica por via parenteral, (ejemplos 3, 5, 7, 12 y 14). 

La action adyuvante de las veslculas de membrana externa fue evaluada a traves 
de varios ensayos. Entre ellos se encuentran: la producci6n de IL12 en la llnea 

20 hitiocitaria humana U937 (ejemplos 12) y la produccidn de oxido nltrico en la Ifnea 
macrofagica murina J774 en ausencia de otros estlmulos (ejemplos 14); la 
potenciaci6n de la respuesta celular (incremento de lgG2a) por la conjugation de 
polisacaridos a veslculas de membrana externa de N. meningitidis en comparacion 
con su union a toxoide tet&nico (ejemplo 18) y la potentiation de la respuesta de 

25 anticuerpos anti polisacarido Vi de S. tiphy por conjugation con veslculas de 
membrana externa procedente de la misma bacteria (ejemplo 19). 
El empleo de estructuras cocleares y veslculas de membrana externa como 
adyuvantes o vacunas logro inesperadamente la potentiation de la respuesta 
inmune inducida por dosis previas de vacunas o por contacto con el germen natural. 

30 Es importante senalar que estas tiltimas ocurrieron por vlas diferentes con respecto 
a la empleada para la administration de las estructuras cocleares o veslculas 
(ejemplo 22). 



WO 2004/047805 



6 



CT/CU2003/000016 



La invencidn tambien incluye el metodo de obtenci6n de las estructuras cocleares a 
partir de vesfculas de membrana externa de organismos vivos. Para ello se realiza la 
siguiente secuencia de pasos: En primer lugar se purifica la membrana externa 
estructurada en forma de vesfculas a partir de microorganismos o celulas vivas, por 

5 cualquiera de los metodos bien conocidos por una persona experta. Preferiblemente 
los metodos revelados en EP 301992, US 5,597,572, EP 11243 o US 4,271,147, 
Zollinger et al. (J. Clin. Invest. 1979, 63:836-848), Frederikson et al. (NIPH Annals 
1991, 14:67-80), Sauders et al. (Infect, lmmun. 1999, 67:113-119), Drabick et al. 
(Vaccine 2000, 18:160-172), WO 01/09350 o EP 885900077.8 y US 5,597,572 son 

10 usados. De manera tal que finalmente las vesfculas de membrana externa 
contengan entre un 1% y un 7% de lipopolisacarido completamente insertado en las 
vesfculas. A partir de estas se prepara una soluci6n con una concentraci6n de 
protefnas totales presentes en la vesfcula entre 3 y 6 mg/mL; pero incrementando la 
concentracion de detergente (no i6nico) hasta 8-12 veces la concentration de 

15 protefnas para la completa disoluci6n de dichas vesfculas. Esta soluci6n es 
posteriormente esterilizada por filtracidn a traves de una membrana con tamano de 
poro de 0,2 um, donde tambien se eliminan los agregados de vesfculas de 
membrana externa no disueltos. Luego se realiza una dialisis rotacional o filtraci6n 
tangencial. La dialisis se realiza durante 24 h contra una solution que contiene 

20 concentraciones adecuadas de un i6n multivalente (particularmente, Ca 2+ , Zn 2+ o 
Mg 2+ en concentraciones entre 2,5 y 6,5 mM) en condiciones tamponadas a pH 7,4 ± 
0,2. Finalmente, a las estructuras cocleares obtenidas se les realiza un tratamiento 
mecanico (particularmente, sonicacidn en bafio de agua temperada a entre 15°C y 
25°C durante 45 min.) para homogeneizar el tamano de las partfculas. 

25 Esta metodologfa permite la obtenci6n de estructuras cocleares de forma efectiva y 
rapida, las cuales contienen multiples protefnas y Ifpidos de la membrana externa del 
microorganismo empleado, asf como patrones moleculares asociados a pat6genos 
obtenidos de forma natural. Estas estructuras muestran una elevada estabilidad e 
inmunogenicidad. 

30 Por otro lado, es posible la incorporation de nuevos antfgenos en la mencionada 
estructura durante su proceso de obtencion de forma sencilla y eficiente. Los nuevos 
antfgenos son adicionados a la suspensi6n de vesfculas de membrana externa 
preparada para la obtencion de estas estructuras, luego de incrementar la 
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concentracidn de detergentes y previo a la adicion de los iones multivalentes durante 
el proceso de dialisis. Entre los antfgenos posibles a adicionar se encuentran 
sacaridos, lipoprotefnas, glicoprotefnas, peptidos, conjugados y acidos nucleicos. 
Estos tienen que encontrarse en una proportion de 0,2-2,7 pg por cada 3-9 pg de 
protefnas. Por otro lado es tambten posible la incorporation de otros patrones 
moleculares asociados a pat6genos para estimular eficientemente la respuesta 
innata y adquirida, lo que permite su utilization eficiente como adyuvante heterology 
Particularmente se incluyo lipopolisacarido de Vibrio cholerae, amastigotes o 
promastigotes de Leishmania mayor, los que permitieron inducir respuestas 

10 cekjlares y de anticuerpos contra ellos. Tambien, se incorpor6 DNA plasmfdico 
conteniendo protefna verde fluorescente y se enfrento a Ifneas macrofagicas 
evaluando posteriormente su presencia intracelular por fluorescencia. 
Particularmente tambien, se incorporo un alergeno proveniente a Dermatophagoides 
siboney y se determin6 la induccidn de respuesta celular contra el mismo (ejemplos 

15 16y17). 

El empleo de organismos vivos como fuente de materia prima para la obtencion de 
estructuras cocleares no habfa sido descrito previamente. De igual manera no se 
conocfa el procedimiento para lograr incorporar en las estructuras cocleares uno o 
varios patrones moleculares asociados a patogenos como en el caso de la presente 
20 invenci6n. 

Ejemplos de Realizacion 

Eiemplo 1 . Obtenci6n de las estructuras cocleares. 

Se partio de las vesfculas de membrana externa obtenidas por los metodos descritos 
en EP 885900077.8 o US 5,597,572. Estas son resuspendidas en soluci6n buffer de 

25 Tris-EDTA con 0.5% de desoxicolato de sodio. La concentracibn de protefnas de la 
suspension se determin6 usado la metodologla de Lowry modificado segun Peterson 
(Analyt. Biochem. 83, 346, 1977). El contenido de fosfolfpidos que forman las 
veslculas fue determinado mediante la determinaci6n de f6sforo inorg£nico (Bartlett, 
J Biol. Chem. 234, 466, 1959). Tanto la concentracidn de protefnas como la 

30 concentration de fosfolfpidos fue empleada para establecer las condiciones optimas 
y las cantidades de detergentes necesarios para la formaci6n de las estructuras 
cocleares. Se prepar6 una solution con las vesfculas ajustada a una concentration 
final proteica de 5-6 mg/mL en tamp6n Tris-EDTA conteniendo desoxicolato de sodio 
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en una cantidad de 6 a 15 veces la cantidad total de protefnas. Esta soluci6n fue 
filtrada directamente en el dispositivo de dialisis a trav§s de un filtro con tamafio de 
poro de 0,2 \im. La dtelisis fue realizada por agitacion rotacional durante 24 h con 
cambio continuo y lento del tampon de dialisis. Esta Oltima solucion consisti6 en 

5 NaCI 50-150 mM, Imidazol 1-4 mM, HEPES 3-5 mM y CaCI 2-7 mM en H 2 0 
preparada bajo condiciones de esterilidad que fueron conservadas durante todos los 
pasos. La formacion de estructuras cocleares fue comprobada por la formacion de 
un precipitado bianco y posterior observaci6n microsc6pica tanto optica como 
electronica. La concentracion de protefnas y fosfolfpidos fue nuevamente estimada y 

10 ajustada para los posteriores ensayos. Las propiedades ffsico-qufmicas de las 
protefnas incluidas en las estructuras cocleares fueron chequeadas y comparadas 
con las vesfculas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida tenidos con Azul 
de Coomassie. Adicionalmente la integridad estructural de estas fue chequeada y 
comprobada por medio de la metodologfa de Western Blot (Fig. 2-4). 

15 

Eiemplo 2. Respuestas inducidas en ratones por las estructuras cocleares en 
comparacion con la vacuna. VA-MENGOC-BC®. 

Ratones Balb/c fueron inmunizados por vfa intramuscular con 12 pg de protefnas por 
raton en 2 dosis espaciadas 21 dfas de VA-MENGOC-BC® o estructuras cocleares. 
20 Los animates fueron sangrados en los tiempos representados despues de la 2 da 
dosis y las respuestas sericas de IgG anti vesfculas de membrana externa fueron 
evaluadas por ELISA. Se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre las 
respuestas inducidas por las estructuras cocleares y la vacuna, siempre a favor del 
primero, en los tiempos 17, 27 y 180 dfas despu6s de la 2 da dosis (Fig. 5). 

25 

Eiemplo 3. Respuestas inducidas en ratones por las vesfculas de membrana externa 
en comparacion con la vacuna, VA-MENGOC-BC®. por via parenteral. 
Ratones Balb/c fueron inmunizados por vfa intramuscular con 12 pg de protefnas por 
raton en 2 dosis espaciadas 21 dfas de VA-MENGOC-BC® o vesfculas de membrana 
30 externa. Los animates fueron sangrados en los tiempos representados despues de la 
2 da dosis y las respuestas sericas de IgG anti vesfculas fueron evaluadas por ELISA 
No se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre las respuestas inducidas 
por las vesfculas y la vacuna. Estos resultados apoyan la utilidad de las vesfculas de 
membrana externa como vacunas por sf solas (Fig. 6). 



WO 2004/047805 




IPCT/CU2003/000016 



Eiemplo 4. Efectividad de la inmunizacion nasal (IN) o oastrica (IG) c on estructuras 
cocleares. 

Ratones Balb/c fueron inmunizados por via intranasal (IN) o intragastrica (IG) con 
100 6 12 pg de protefnas por raton en 2 dosis espaciadas 21 dfas, respectivamente. 
Los animales fueron sangrados en los tiempos indicados despues de la 2 dosis y las 
respuestas sericas de IgG anti vesfculas fueron evaluadas por ELISA. Se indujeron 
buenas respuesta de IgG anti vesfculas de membrana externa con ambas 
concentraciones de estructuras cocleares por via IG e IN, lo que implica la induccibn 
de buenas respuestas sistemicas por inoculaci6n mucosal (Fig. 7). 

Eiemplo 5. Efectividad de la inmunizaci6n nasal (IN) con vesfcul as de membrana 
externa. 

Ratones Balb/c fueron inmunizados por via IN 12 pg de protefnas por rat6n en 2 
dosis espaciadas 21 dfas. Los animales fueron sangrados en los tiempos indicados 
despues de la 2 dosis y las respuestas sericas de IgG anti vesfculas fueron 
evaluadas por ELISA. Se indujeron buenas respuestas de IgG anti vesfculas por vfa 
IN, lo que implica la inducci6n de buenas respuestas sistemicas por inoculacion 
nasal (Fig. 8). 

Eiemplo 6. Efectividad de estructuras cocleares aplicados por vfa nas al (IN) o 
oastrica (IG) en inducir IgA en saliva. 

Ratones Balb/c fueron inmunizados por vfa IN o IG con 100 6 12 pg de protefnas por 
rat6n, respectivamente, en 2 dosis espaciadas 21 dias. En los animales se tomo la 
saliva 9 dfas despues de la ultima dosis y las respuestas de IgA anti vesfculas de 
membrana externa fueron evaluadas por ELISA. Se indujeron significativas 
respuestas de IgA anti vesfculas por vfa IN y un se indujo un ligero pero importante 
incremento de IgA anti vesfculas por vfa IG (Fig. 9). 

Eiemplo 7. Efectividad de las vesfculas de membrana externa aplicados por vfa 
nasal (IN) en inducir IgA en saliva. 

Ratones Balb/c fueron inmunizados por vfa IN con 12 \ig de protefnas por rat6n en 2 
dosis espaciadas 21 dfas. En los animales se tom6 la saliva 9 dfas despues de la 
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ultima dosis y las respuestas de IgA anti vesfculas fueron evaluadas por ELISA. Se 
indujo significativa respuesta de IgA anti vesfculas por via IN (Fig. 10). 

Eiemplo 8. Subclases de IgG anti vesfculas de membrana externa en suero 

5 inducidas por la inmunizaci6n con las estructuras cocleares. 

Ratones Balb/c fueron inmunizados por las vfas intranasal (IN), intragastrica (IG) o 
intamuscular (IM). IN fue con 100 y el resto con 12 pg de protefnas rat6n de 
estructuras coleares en dos dosis espaciadas 21 dfas. Se empleo VA-MENGOC-BC® 
como control positivo IM con 12 pg. Los animates fueron sangrados a los 21 dfas 

10 despues de la segunda dosis y los tftulos de lgG1 e lgG2a en suero fueron 
analizados por ELISA. En todos los casos (excepto en los controles negativos) se 
indujeron tftulos significativos (p<0,05) de lgG2a siendo estos mas elevados cuando 
las estructuras cocleares se administraron por via nasal. Esto indica la inducci6n de 
un patron de anticuerpos IgG de tipo celular Th1 y sobre todo por vfa nasal (Fig. 1 1 ). 

15 

Eiemplo 9. Subclases de IgG en suero inducidas por la inmunizacion con las 
vesfculas de membrana externa (VME). 

Ratones Balb/c fueron inmunizados por diferentes vfas con 12 pg de protefnas por 
rat6n de vesfculas de membrana externa, en dos dosis espaciadas 21 dfas, por vfa 

20 intranasal (IN) o intramuscular (IM). Se aplic6 la vacuna VA-MENGOC-BC® IM en 
igual concentraci6n como control positivo. Los animates fueron sangrados a los 21 
dfas despues de la segunda dosis y los tftulos de lgG1 e lgG2a anti VME en suero 
fueron analizados por ELISA. En todos los casos se indujeron tftulos significativos de 
lgG2a por las vesfculas de membrana externa indicando la induccion de un patron 

25 de anticuerpos IgG de tipo celular Th1 . No fue asf en los controles negativos IM o IN. 
Una total inversi6n del patr6n se observ6 por vfa IN donde casi toda la respuesta fue 
a base de lgG2a (Fig. 12). 

30 Eiemplo 10. Termo v acido resistencia de las estructuras cocleares formados a partir 
de vesfculas de membrana externa. 

La termo resistencia fue evaluada a trav6s de la exposicidn a 60 °C por 7 dfas de las 
muestras. La acido resistencia se evalu6 a trav6s de la exposition de las estructuras 
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cocleares a pH 1 por 45 min. Posteriormente, las muestras tratadas y el control 
fueron empleados para inmunizar ratones Balb/c con 2 dosis de 12 pg de protefnas 
por rat6n cada una, espaciadas 14 dfas, por via intramuscular. Los ratones fueron 
sagrados a los 28 dfas de iniciado el experimento y los sueros mantenidos 
5 individualmente a -20 °C hasta su uso. Como puede observarse no hubo diferencias 
significativas (p>0,5) entre las respuestas de IgG anti vesfculas de membrana 
externa inducidas en cada animal y grupo (Fig. 13). 

Eiemplo 11, Produccion de IL12 por la Ifnea celular U937 estimulada con estructuras 
cocleares en ausencia de otro estfmulo. 

Las celulas U937 fueron cultivadas en RPMI 1640 suplementados con gentamicina a 
50 pg/mL, L-glutamina (2 mM), piruvato de sodio (1 mM), HEPES [4-(2-hidroxietil)-1- 
piperazinetanosulfonico &cido)] (15 mM) y con 10% de suero bovino fetal (Sigma). 
Estas fueron diferenciadas a macr6fagos pon tratamiento con PMA (forbol miristato 
acetato) y se sembraron en placas de cultivo de fondo piano de 24 pozos a razon de 
5 x 10 5 c6lulas / pozo. Luego de 24 h se les anadio las estructuras cocleares a razon 
de 250 ng/mL en medio de cultivo. Luego de 24 h de estimulacion los sobrenadantes 
fueron recolectados y se determind la presencia de IL12 mediante un ELISA de tipo 
sandwich. Se observb la produccion de IL12 por las c6lulas U937 estimuladas con 
las estructuras cocleares (Fig. 14). 

Eiemplo 12. Produccion de IL12 por la Ifnea celular U937 estimulada con vesfculas 
de membrana externa (VME) en ausencia de otro estfmulo. 

Las c6lulas U937 fueron cultivadas en RPMI 1640 suplementados con gentamicina a 
25 50 pg/mL, L-glutamina (2 mM piruvato de sodio (1 mM), HEPES [4-(2-hidroxietil)-1- 
piperazinetanosulfonico £cido)] (15 mM) y con 10% de suero bovino fetal (Sigma). 
Estas fueron diferenciadas a macr6fagos con tratamiento con PMA (forbol miristato 
acetato) y se sembraron en placas de cultivo de fondo piano de 24 pozos a razon de 
5 x 10 s celulas / pozo. Luego de 24 h se les anadio las vesfculas de membrana 
30 externa a razon de 250 ng/mL en medio de cultivo. Luego de 24 h de estimulacidn 
los sobrenadantes fueron ensayados para la presencia de IL12 mediante un ELISA 
de tipo sandwich. Se observo la produccion de IL12 por las celulas U937 
estimuladas con las vesfculas de membrana externa (Fig. 15). 
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Eiemolo 13. Production de 6xido nftrico por la linea macrofaqica murina J774 

estimuladas con estructuras cocleares en ausencia de otro esttmulo. 

Las celulas J774 fueron cultivadas en medio DMEN suplementado con gentamicina 

5 a 50 Mg/mL, L-glutamina (2 mM), pimvato de Sodio (1 mM), HEPES (15 mM) y con 
10% de suero bovino fetal (Sigma), previamente inactivado a 56 °C durante 30 min. 
Se sembraron en placas de cultivo de fondo piano de 96 pozos a raz6n de 1 x 10 5 
c6lulas / pozo y se incubaron por 24 horas a 37 °Cy 5% de C0 2 . Posteriormente, las 
celulas adherentes fueron incubadas con 200 L de DMEN y las estructuras 

10 cocleares a 250 ng/mL. Se incluyeron tambien variantes incubadas con L-NMMA 
(1|jM), inhibidor de la ruta de producci6n de! oxido nftrico. A las 24 y 48 h se 
colectaron los sobrenadantes los cuales fueron analizados para el contenido de 
nitritos mediante la reacci6n de Greiss (Rockett, KA et aL, Infect. Immun., 1992, 
60:3725-3730). Se observo una significativa production de oxido nftrico por las 

15 celulas incubadas con las estructuras cocleares. Esta production fue inhibida 
empleando el L-NMMA (Fig. 16). 

Eiemplo 14. Produccion de 6xido nftrico por la linea macrofaqica murina J774 
estimuladas con vesiculas de membrana externa (VME) en ausencia de otro 
estimulo. 

Las celulas J774 fueron cultivadas en DMEN suplementado con gentamicina a 50 
ug/mL, L-glutamina (2 mM), piruvato de (1 mM), HEPES (15 mM) y con 10% de 
suero bovino fetal (Sigma), previamente inactivado a 56 °C durante 30 min. Se 
sembraron en placas de cultivo de fondo piano de 96 pozos a raz6n de 1 x 10 5 
celulas / pozo y se incubaron por 24 h a 37 °C y 5% de C0 2 . Posteriormente, las 
celulas adherentes fueron incubadas con 200 uL de DMEN y las vesiculas de 
membrana externa a 250 ng/mL. Se incluyo tambien variantes incubadas con L- 
NMMA (1 uM), inhibidor de la ruta de producci6n del oxido nftrico. A las 24 y 48 h se 
colectaron los sobrenadantes, los cuales fueron analizados para el contenido de 
nitritos mediante la reaccion de Greiss (Rockett, K. A et aL, Infect. Immun., 1992, 
60:3725-3730). Se observd una significativa produccion de oxido nftrico por las 
celulas incubadas con las vesiculas de membrana externa, superior a al inducida por 
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el LPS empleado como control. Esta producci6n fue inhibida por el L-NMMA (Fig. 
17). 

Eiemolo 15. Estimulacion de celulas dendriticas humanas por las estructuras 
oocleares. 

5 ! g sangre fue extrafda y las celulas mononucleares perif6ricas fueron puriflcadas por 
£co8. Las c6lulas fueron cultivadas razon de 10 x 10 6 celulas por mL en presencia de 
LPs o estructuras cocleares y se determino la activacion de las celulas dendriticas 
ponr Citometrfa de Flujo. Como puede observarse en la Fig. 18, se activaron las 
celulas dendriticas medido a trav6s de la expresion de mo!6culas coestimulatorios 

10 (C04O, CD80 y CD86) y se incremento la expresi6n de moleculas MHC. Esto 
demuestra el car£cter adyuvante de estas estructuras. 

Eiemplo 16. Reduccion de las induraciones en Balb/c inmunizados con estructuras 
cocleares conteniendo amastiqotes de Leishmania major v retados con el mismo 
15 protozoo. 

La inclusion de amastigotes de L major se realiz6 incluyendo los antfgenos 
semipurificados en los primeros pasos de formacion de las estructuras cocleares. La 
cantidad de detergentes fue ajustada de acuerdo a la cantidad de protefnas totales y 
la concentration de protefnas totales fue ajustada para mantenerla en un rango de 

20 5-6 mg/mL. La relacion entre protefnas vesiculares y de los nuevos antfgenos 
incluidos fue de 12/1. La formaci6n de las estructuras cocleares fue chequeada por 
microscopia 6ptica y electrdnica. La inclusi6n de protefnas de L major fue tambien 
verificada mediante electroforesis en geles de poliacrilamida tenidos con Azul 
Coomassie. Ratones Balb/c fueron inmunizados con 12 ug de las estructuras 

25 cocleares con 2 dosis espaciadas 21 dias por via intramuscular en la pata de la 
extremidad posterior izquierda. A los 21 dfas de la segunda dosis los ratones fueron 
infectados con 3 x 10 6 promastigotes en la misma extremidad de la inmunizaci6n. 
Los promastigotes fueron obtenidos de la fase estacionaria de cultivos realizados en 
medio DMEN sobre medio solido agar-sangre. El volumen de las lesiones fue 

30 estimado semanalmente a partir de la 4 te semana luego de la infeccion. Se observo 
una reducci6n significativa del tamafio de las lesiones en el grupo inmunizado con 
las estructuras cocleares conteniendo antfgenos de L. major. Esto demuestra el 
caracter adyuvante de esta estructura (Fig. 19). 



WO 2004/047805 



14 



CT/CU2003/000016 



Eiemplo 17. Inclusi6n de DNA plasmidico con la protefna verde fluorescente. 
Plasmidos conteniendo el gen de la protefna verde fluorescente bajo el promotor 
CMV purificados fueron incluidos en la soluci6n iniclal de obtencibn de las 
estructuras cocleares slguiendo los mismos pasos de obtencion que en el ejemplo 1 . 
La relacion plasmido / protelnas vesiculares fue ajustada a 1/100. La inclusi6n de los 
plasmidos fue chequeada mediante electroforesis en agarosa al 1% de las 
estructuras cocleares previamente incubados a 37 °C por 30 min. luego de agregar 
EDTA hasta 2 mM para provocar la Iiberaci6n del plasmido del interior de estos. Los 
geles fueron tefiidos con Bromuro de Etidio y fueron observados bajo luz ultravioleta. 
Solo se observaron presencia de plasmido en las estructuras cocleares que los 
contenfan luego de ser tratadas con EDTA. Posteriormente se desarroll6 un ensayo 
de transfeccion en la Ifnea celular J774 con estas estructuras. Luego de 2 h de 
incubacibn las estructuras cocleares fueron eliminadas del medio de cultivo. La 
observacion bajo fluorescencia de las celulas 24 h mas tarde arrojo la presencia de 
numerosas celulas con seffales fluorescentes en el citoplasma. 
Eiemplo 18. Potenciacion de resouesta celular por coniuqacion a vesi culas de 
membrana externa. 

El polisacarido (PsC) del serogrupo C de Neisseria meningitidis fue conjugado al 
t6xoide tetanico (TT) o a vesiculas de membrana externa (VME) de N. meningitidis 
serogrupo B. Ratones Balb/c fueron inmunizados con 3 dosis intraperitoneales (0, 14 
y 28 dlas) que contenla 10 pg de PsC conjugados. Los animates fueron sangrados 
antes y a los 42 dlas de iniciado la inmunizaci6n. En el suero se determinaron las 
respuestas de IgG y sus subclases. La mayor respuesta de lgG2a encontrada en el 
grupo conjugado a vesiculas de membrana externa es indicativo de una mejor 
respuesta celular inducida que cuando se conjugo con toxoide tetanico (TT) (Fig. 
20). 



Eiemplo 19. Potenciaci6n de respuesta de anticuerpos anti polisacarido Vi por 
coniuqacion. 
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El polisacarido Vi de Salmonella tiphy fue conjugado veslculas de membrana externa 
(VME) de S. tiphy. Ratones Balb/c fueron inmunizados con 2 dosis intraperitoneales 
(0 y 28 dfas) que contenfa 10 \sg de Vi. Los animales fueron sangrados antes y a los 
42 dfas. En el suero se determinaron las respuestas de IgG y sus subclases. La 
5 conjugation incrementa y positiviza la respuesta contra el Vi y se detecta respuesta 
de lgG2a (Fig. 21). 

Eiemplo 20. Posibilidad de inclusion de diferentes concentraciones de patrones 

moleculares asociados a patogenos en las estructuras cocleares. 

Para la inclusion en las estructuras cocleares de diferentes concentraciones de 

10 patrones moleculares asociados a patogenos se ensayaron diferentes cantidades de 
LPS de Neisseria meningitidis B. Las relaciones LPS / protefnas que se emplearon 
para la inmunizacion de los ratones fueron: 0.05/12; 0.5/12; 1/12 y 2/12. La 
formaci6n de las estructuras cocleares fue chequeada por microscopia 6ptica 
determinandose la relaci6n 1/12 como la maxima relacion en la que se puede incluir 

15 el LPS sin afectar la formaci6n de las estructuras cocleares. Cantidades mayores 
afectan visiblemente la formacion de las estructuras conduciendo a la formaci6n de 
agregados. Todas las variantes obtenidas fueron inmunizadas en ratones Balb/c con 
dos dosis, espaciadas 21 dfas, de 12 pg de protefnas por rat6n. Los tftulos de IgG 
anti veslculas de membrana externa (VME) fueron determinados no encontr£ndose 

20 diferencias entre los tftulos inducidos por las diferentes variantes, pero garantiza la 
posibilidad de incorporar diferentes LPS en estas estructura (Fig. 22). 

Eiemplo 21. Efectividad del m6todo propuesto para ios pasos finales en la 

produccion de las estructuras cocleares. 
25 Estructuras cocleares tratadas por sonicaci6n (Tto) suave en bano de agua durante 

45 min. a 20 °C y no tratadas fueron empleadas. Ratones Balb/c fueron inmunizados 

por vfa intranasal con 100 pg de protefnas por raton en 2 dosis espaciadas 21 dfas. 

En los animales se tom6 la saliva 9 dfas despues de la ultima dosis y las respuestas 

de IgA anti vesfculas de membrana externa (VME) fueron evaluadas por ELISA. La 
30 repuesta inmuno!6gica fueron significativamente mas tempranas u duraderas en los 

animales inmunizados con las estructuras tratadas segdn muestra la figura 23. 
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Eiemplo 22. Respuesta de IqA anti vesfculas de membrana externa en suero, saliva 
v vagina inducida por inmunizacion parenteral v mucosal de animates, evaluada por 
ELISA. 

Ratones Balb/c fueron inmunizados con 2 6 3 dosis de vesfculas de membrana 
5 externa (VME) por via nasal (IN), 3 dosis de vacuna (VA-MENGOC-BC®) 
intramuscular (IM) como control y la combination de 1 dosis de vacuna IM y 2 dosis 
IN. Cada raton recibio 12 pg de protefnas en los tiempos 0, 21 y 42. Los sueros 
fueron tornados a 15 dfas y la saliva y el fluido vaginal a 9 dfas de la ultima dosis. 
Los resultados fueron evaluados por ELISA. Como puede observarse la 
10 inmunizacion nasal induce ligeros incrementos de IgA a nivel s6rico no siendo as! 
por la inmunizaci6n IM con la vacuna. La respuesta mucosal fue dependiente del 
ndmero de dosis, es decir 2 dosis no indujeron y 3 dosis si indujeron respuesta de 
IgA anti vesfculas de membrana externa. Por ultimo 2 dosis nasales si fueron 
efectivas en animales que recibieron un estfmulo (una dosis) IM con vacuna (Fig. 
15 24). 

Eiemplo 23. Acci6n advuvante de las estructuras cocleares (AFCol) sobre las 
proteinas incorporadas en las vesfculas de membrana externa (VME). 
Ratones Balb/c (n = 7) fueron inmunizados con 2 dosis intramuscularmente de 12.5 
g/raton de VME, AFCol o vacuna (VA-MENGOC-BC®). Los sueros fueron tornados 
20 antes y en varios tiempos posteriores a la ultima dosis. La respuesta de IgG anti 
VME fue determinada por ELISA. Como puede observarse en la Fig. 25 la 
presentaci6n a trav6s de los AFCol indujo respuesta significativamente superiores a 
la de las VME y la vacuna. Esta ademSs, continuo elevada a los 180 dfas cuando las 
otras descendfan significativamente. 

25 

Eiemplo 24. Capacidad advuvante de las vesfculas de membrana externa (VME) 
frente a antfgenos heteologos (Ovalbumina, Ova). 

Para determinar la funci6n adyuvante primeramente se incorporo Ovalbumina (Ova) 
como antfgeno heterologo. Luego se determino la presentation a TCD4 + y 
30 finalmente se determino la respuesta de IgG anti Ova y sus subclases in vivo. 

Incorporation de Ova en VME. Ova fue incorporada en VME mediante el empleo de 
detergentes, particularmente desoxicolato, el cual permitid el desensamblaje de su 
estructura vesicular. La eliminacibn del detergente y el re-ensamblaje de la 
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estructura en presencia de Ova permitieron su incorporation en las VME. La 
proporci6n final de VME.Ova fue de 100:11,2. La estructura vesicular fue 
comprobada mediante cromatografla de exclusi6n molecular rindiendo perfiles 
similares a los de las VME solas. La presencia de Ova fue comprobada por SDS- 
PAGE y su posterior Western Blot revelado con un policlonal anti-Ova el cual 
demostro la presencia de una banda correspondiente a Ova dentro del perfil proteico 
de las VME. 

Presentaci6n de Ova incorporada en las VME a TCD4 + y activation de las mismas: 
Fue empleado el hibridoma de celulas T CD4 + restringidas para MHC clase II 
especffico para el peptidos Ova (257-264). Celulas Dedriticas (CD) fueron incubadas 
por 2 h con VME-Ova o Ova soluble y luego co-cultivadas con el hibridoma de 
celulas T. Los sobrenadantes fueron colectados luego de 24 h y testados para 
detectar producci6n de IL2 a traves de la incorporation de [ 3 H] timidina por la llnea 
celular CTLL dependiente de IL2. La producci6n de IL2 brinda una medida de la 
activaci6n de los hibridomas de celulas T espetificos para peptidos de Ova. La 
Figura 26 muestra que las CD incubadas con VME-Ova pueden presentar los 
peptidos de Ova al hibridoma de celulas T CD4 + . El hibridoma de celulas T produjo 
niveles de IL2 significativamente mayores cuando fue estimulado con CD que hablan 
sido previamente incubadas con VME-Ova en comparaci6n con CD incubadas solo 
con Ova. Las diferencias significativas entre los niveles de presentation del peptido 
especlfico de Ova en MHC-ll por CD incubadas con PL-Ova o Ova fueron 
determinadas usando la Prueba de comparacion multiple de Duncan con un rango 
de confianza del 95%. De esta forma, el Proteoliposoma puede liberar antfgenos a 
CD y propiciar una eficiente presentaci6n antig§nica a celulas TCD4 + . 
Respuesta de IgG anti-Ova en ratones C3H/HeN inmunizados con VME-Ova: 
Ratones C3H/HeN fueron inmunizados intramuscularmente con dos dosis de 5 
mg/ml de VME-Ova o soluci6n salina tamponada de fosfato (SSTF) como control 
negativo o una dosis de la emulsi6n Titermax-Ova como control positivo. El 
adyuvante comercial Titermax (Sigma, UK) fue emulsionado con Ova y administrado 
siguiendo las indicaciones del proveedor. Todos los sueros se obtuvieron 21 dias 
despues de la primera dosis y fueron evaluados por ELISA para determinar los 
niveles de IgG anti-Ova presentes en cada grupo. Altas concentraciones de IgG anti- 
Ova fueron detectadas en el suero de ratones inmunizados con VME-Ova y que con 



WO 2004/047805 




PCT/CU2003/000016 



Titermax-Ova (Fig. 27). Este resultado evidencia la capacidad adyuvante de las VME 
a traves de su habilidad para inducir una respuesta de IgG elevada contra el 
antigeno heterologo incorporado en su estructura. 

Respuesta de subclases IgG anti-Ova en ratones C3H/HeN inmunizados con VME- 
5 Ova: La subclase lgG2a es caracteristica del patrbn Th1 en murinos. Determinar la 
composicion de subclases de la respuesta IgG evidenciada en ratones C3H/HeN 
inmunizados con VME-Ova era crucial para esclarecer la capacidad adyuvante de 
las VME. En ratones C3H/HeN inmunizados con VME-Ova se obtuvo un mayor titulo 
de lgG2a que de lgG1 anti-Ova. Sin embargo, en los ratones inmunizados con 
10 Titermax-Ova se indujo una mayor respuesta de lgG1 que de lgG2a (Fig. 28). Este 
resultado evidencio que las VME son capaces de polarizar la respuesta inducida 
contra el antigeno heterologo incluido en su estructura hacia un patr6n de respuesta 
Th1. 

15 Eiemplo 25. Potenciaci6n de la respuesta anti Core v anti Capside del Virus de la 
Hepatitis C (VHC) por su incorporaci6n en estructuras cocleares (AFCol). 
Ratones Balb/c fueron inmunizados por via intramuscular (IM) en las semanas 0, 3 y 
7. Siete grupos, de 10 animales, fueron inmunizados con uno de los siguientes 
inmundgenos: 

20 50 g del plasmidio plDKE2 (Duenas-Carrera S, Alvarez-Lajonchere L, Alvarez- 
Obreg6n JC, Perez A, Acosta-Rivero N, Vazquez DM, Martinez G, Vifia A, Pichardo 
D, Morales J. Enhancement of the immune response generated against the hepatitis 
C virus envelope proteins after DNA vaccination with polyprotein-encoding plasmids. 
Biotechnol Appl Biochem. 2002;35:205-212), contiene la secuencia codificante para 

25 los antigenos Core, E1 y E2 del VHC; 

50 g de plDKE2 VHC incorporados en 12 g de estructuras cocleares (AFCol); 
10 g de proteina Core del VHC, (Alvarez-Obregon JC, Duenas-Carrera S, 
Valenzuela C , Morales J. A truncated HCV core protein elicits a potent immune 
response with a strong participation of cellular immunity components in mice. 

30 Vaccine 2001; 19:3940-3946) comprende los primeros 120 aa de la proteina de la 
capsida del VHC; 

10 g de proteina Core del VHC incorporados en 12 g de AFCol; 
12 g deAFCol; 
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50 g del plasmidio pAEC-K6 (Herrera AM, Rodriguez EG, Hernandez T, Sandez B 
y Duarte CA. A family of compact plasmid vectors for DNA immunization in humans. 
Biochem Biophys Res Commun. 2000;279(2):548-551) que no contiene secuencias 
codificantes para antfgenos del VHC; 
5 50 g de pAEC-K6 incorporados en AFCol; 
3oktci6n salina. 

L.6s plasmidios y la protefna Core fueron administrados en solucion salina. La figura 
29 muestra la respuesta de IgG contra la protefna Core, 2 semanas despu6s de la 
ultima inmunizacidn. El uso del AFCol potencio la respuesta de anticuerpos inducida 
10 contra la protefna de la c&psida inducida por el plasmidio plDKE2 (p<0.01). 
Adicionalmente, la incorporacion de la protefna Core en el AFCol indujo niveles de 
anticuerpos significativamente superiores a los inducidos por la protefna Core sola 
(p<0.05). 

Ventaias de la soluci6n propuesta 
15 Las vesfculas de membrana externa son extrafdas de organismos vivientes lo que 
permite la selecci6n de constituyentes durante el proceso extractivo de las 
membranas externas, que son la primera barrera de contacto huesped-patogeno, 
por lo que estos constituyentes tienen amplias posibilidades de ser protectores en 
animates y humanos; 

20 Durante el proceso extractivo es posible la inclusion de otras protefnas de inter§s ya 
sean naturales o recombinantes; 

Las vesfculas de membrana externa extrafdos de organismos vivientes son m£s 
estables que los liposomas formados artificialmente, pudiendo mantenerse por varios 
meses y hasta anos sin alteraciones significativas que afecten la formation de 
25 futuras estructuras cocleares; 

La preferente induction de respuesta celular, Th1 en animates y humanos, convierte 
a estos adyuvantes o vacunas en efectivos, adem&s de en adultos y ninos, durante 
la Lactancia; 

La estructura coclear formada es termo resistente, por lo que puede ser una buena 
30 opci6n para resolver los problemas de la cadena de frfo de varias vacunas, por su 
formulaci6n en este adyuvante o su desarrollo a partir de vesfculas de membrana 
externa y estructuras cocleares; 
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La estructura coclear formada es acido y basico resistentes, por lo que es una 
opcion importante a tener en cuanta en las vacunas orales; 

Los antfgenos son incorporados durante el proceso productivo, lo que hace al 
producto final terrno resistente, acidorresistente y basico resistente; 

5 La versatilidad de antfgenos a incluir, solubles y particulados, incluyendo acidos 
nucleicos, permite producir gran nCimero de vacunas e incluso ser multiples; 
Contiene patrones moleculares asociados a patogenos y se les pueden incorporar 
otros a voluntad para incrementar su poder adyuvante e inmunog6nico, logrando 
reducir la posible toxicidad de algunos de estos patrones y por ello su respuesta 

10 inflamatoria; 

Estas estructuras cocleares logran inducir respuestas mas tempranas, potentes y 
duraderas in wVo; 

Estas estructuras cocleares logran inducir, in vitro, mejores respuestas a nivel de 
citocinas inductoras de patrones de respuesta inmune celulares; 

15 Conserva las propiedades de los cocleatos artificiales (eficiente incorporation de 
antfgenos hidrofobicos, sistema de Iiberaci6n ienta, contenido de calcio como 
mineral esencial, reduccion de oxidacion lipfdica, liofilizacion, etc.); pero supera a 
estos en inmunogenicidad, por la inclusi6n de patrones moleculares asociados a 
patdgenos y su capacidad de induccion de un patron Th1, incluyendo la induccion de 

20 respuesta T citot6xica y 

Se evita la procedencia de animales superiores de los Ifpidos y colesterol. 
Breve descripcion de las figuras 

Figura 1. Metodos para la production de cocleatos descrito en Gould-Fogerite et al. 
U. S. Pat. No 5,643,574, July 1, 1997. 
25 Figura 2. M6todo simplificado de la forma de obtenci6n de las estructuras cocleares 
objetos de la presente invencion. 

Figura 3. Microscopia electronica de una estructura coclear. 

Figura 4. A, electroforesis en gel de acrilamida al 12.5% tenida con Azul Coomassie 
de las protefnas presentes en las vesfculas de membrana externa y las estructuras 
30 cocleares y B, 

Western Blot de las protefnas presentes en las vesiculas de membrana externa y las 
estructuras cocleares usando un suero humano de alto titulo contra las vesiculas de 
membrana externa. 
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Figura 5. Respuestas s6ricas de IgG anti vesfculas de membrana externa en ratones 
inmunizados por via parenteral con VA-MENGOC-BC® o con estructuras cocleares 
evaluados por ELISA. 

Figura 6. Respuestas sericas de IgG anti vesfculas de membrana externa (VME) en 
5 ratones inmunizados por vfa intramuscular con VA-MENGOC-BC® o vesfculas de 
membrana externa evaluados por ELISA. 

Figura 7. Respuestas sericas de IgG anti vesfculas de membrana externa (VME) en 
ratones inmunizados por vfa intragastica (IG) o intranasal (IN) con vesfculas de 
membrana externa evaluados por ELISA. 
10 Figura 8. Respuestas sericas de IgG anti vesfculas de membrana externa (VME) en 
ratones inmunizados por vfa intranasal (IN) con vesfculas de membrana externa 
evaluados por ELISA. 

Figura 9. Respuesta en saliva de IgA anti vesfculas de membrana externa en ratones 
inmunizados por vfa intragastrica (IG) o intranasal (IN) con estructuras cocleares 
15 evaluados por ELISA. 

Figura 10. Respuesta en saliva de IgA anti vesfculas de membrana externa en 
ratones inmunizados por vfa intranasal (IN) con vesfculas de membrana externa 
evaluados por ELISA. 

Figura 1 1 . Resultados en suero de las subclases de IgG anti vesfculas de membrana 
20 externa de animales inmunizados con estructuras cocleares evaluados por ELISA. 

Figura 12. Resultados en suero de las subclases de IgG anti externa de animales 

inmunizados con vesfculas de membrana externa evaluados por ELISA. 

Figura 13. Resultados en suero de la termo resistencia y la acidoresistencia de las 

estructuras cocleares evaluados por ELISA. Figura 14. Evaluation de la produccion 
25 de IL12 por las celulas U937 estimuladas con las estructuras cocleares. 

Figura 15. Evaluaci6n de la produccion de IL12 por las c6lulas U937 estimuladas con 

vesfculas de membrana externa de Neisseria meningitidis. 

Figura 16. Produccion de oxido nftrico por las c6lulas J774 incubadas con las 
estructuras cocleares. 

30 Figura 17. Producci6n de oxido nftrico por las c6lulas J774incubadas con las 
vesfculas de membrana externa de Neisseria meningitidis. 

Figura 18. Estimulacion de celulas dendrfticas humanas por estructuras cocleares. 
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Figura 19. Resultados de las induraciones de animates inmunizados con estructuras 
cocleares conteniendo amastigotes y retados con Leishmanais major. 
Figura 20. Resultados del efecto adyuvante de la conjugacion de polisac&rido con 
vesfculas de membrana externa de Neisseria meningitidis. 
5 Figura 21. Resultados del efecto adyuvante de la conjugacion de polisac&rido con 
vesfculas de membrana externa de Salmonella tiphy. 

Figura 22. Resultados de la incorporation de patrones moleculares asociados a 
patogenos 

Figura 23. Resultados del efecto de la sonicaci6n sobre la respuesta inducida por las 
10 estructuras cocleares. 

Figura 24. Resultados de la potenciaci6n de la vfa nasal por estfmulo inicial 
intramuscular. 

Figura 25. Cinetica de respuesta de IgG anti VME potenciada por las estructuras 
cocleares (AFCol). La respuesta de IgG anti VME fue determinada en el suero de 
15 animates inmunizados por via intramuscular con VME, VA-MENGOC-BC® o AFCol. 
Como puede apreciarse el AFCol indujo respuestas significativamente superiores y 
m&s duraderas. 

Figura 26. Celulas dendriticas (CD) pueden procesar p6ptidos de Ova incluidos en 
las vesfculas de membrana externa (VME) (VME-Ova) y presentarlos en MHC-II. La 
20 production de IL-2 por el hibridoma de c6lulas TCD4 + fue cuantificada por 
incorporacion de [ 3 H] timidina por la Ifnea celular CTLL dependiente de IL-2. Los 
datos se presentan como la media + la desviacion est&ndar de tres experimentos 
diferentes. *significativamente diferente de otros grupos. 

Figura 27. Respuesta de IgG anti-Ova en ratones inmunizados con VME-Ova. 

25 Ratones C3H/HeN fueron inmunizados con dos dosis de VME-Ova 5 mg/ml, solution 
salina tamponada de fosfato o con la emulsion Titermax-Ova (control positivo). Los 
sueros fueron colectados 21 dfas luego de la primera inmunizaci6n y evaluados por 
ELISA. Los datos muestran la concentraci6n de IgG promedio de cinco animates en 
cada grupo ± la desviacion estandar y son representatives de tres ensayos 

30 diferentes. 

Figura 28. Respuesta de subclases de IgG anti-Ova en ratones inmunizados con 
VME-Ova. Ratones C3H/HeN fueron inmunizados con dos dosis de VME-Ova 5 
mg/ml, solucion salina tamponada de fosfato o con la emulsi6n Titermax-Ova (control 
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positivo). Los sueros fueron colectados 21 dfas luego de la primera inmunizacidn y 
evaluados por ELISA. Los datos muestran e! tftulo de lgG1 y de lgG2a de las 
mezclas del suero de cinco animales en cada grupo y son representativos de tres 
ensayos diferentes. 

5 

Figura 29. Respuesta de IgG contra la protema Core del Virus de Hepatitis C (VHC) 
inducida por inmunizaci6n intramuscular de animales, evaluada por ELISA. La 
respuesta de IgG anti Core fue determinada en el suero de animales inmunizados 
por vfa intramuscular con tres dosis (semanas 0, 3 y 7) y sangrados dos semanas 
10 posteriores a la ultima dosis. Como puede apreciarse la incorporation de los dos 
antigenos (Core y Capside) en AFCol indujo respuestas significativamente 
superiores. 
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REIVINDICACIONES 



1. Composici6n vacunal caracterizada porque comprende estructuras cocleares 
proteolipfdicas obtenidas a partir de vesfculas de membrana externa de 

5 organismos vivos y opcionalmente uno o mas antfgenos, as! como un 

excipiente adecuado. 

2. Composici6n vacunal segun la reivindicacion 1, caracterizada porque dichas 
estructuras cocleares esten formadas por protefnas, Ifpidos y patrones 
moleculares asociados a patogenos. 

10 3. Composici6n vacunal segun la reivindicaci6n 2, caracterizada porque los 

patrones moleculares asociados a patogenos se encuentran o sean 
adicionados entre el 1% y el 30% del peso proteico de la estructura coclear. 

4. Composici6n vacunal segun reivindicacion 3, caracterizada porque los 
patrones moleculares asociados a patbgenos son seleccionados del grupo 

15 consistente en lipopolisacarido, peptidoglicano, lipoprotefna, £cido teicoico, 

flagelina y lipofosfoglicano. 

5. Composicion vacunal segun reivindicacion 1, caracterizada porque el 
organismo vivo de donde se extraen las vesfculas de la membrana externa a 
partir de las cuales se forman las estructuras cocleares sea una bacteria, un 

20 protozoario o una celuia animal. 

6. Composici6n vacunal segdn la reivindicacion 5, caracterizada porque dicha 
bacteria puede ser Gram negativa o Gram positiva. 

7. Composici6n vacunal segun reivindicacion 6, caracterizada porque dicha 
bacteria Gram negativa sea de los generos Neisseria, Haemophilus, 

25 Salmonella, Vibrio, Pseudomona o Shigella. 

8. Composicion vacunal segun la reivindicaci6n 6, caracterizada porque dicha 
bacteria Gram positiva sea de los g6neros Streptococcus o Staphylococcus. 

9. Composici6n vacunal segun reivindicaci6n 5, caracterizada porque el 
organismo vivo sea el protozoo del genera Leishmania. 
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10. Composition vacunal segun la reivindicaci6n 5, caracterizado porque las 
estructuras cocleares provienen de una c6Iula tumoral. 

1 1 . Composition vacunal segtin la revindication 1, caracterizada porque los 
antfgenos a incluir adicionalmente se encuentran con respecto a las 

5 protefnas presentes en la estructura coclear en una relation entre 0,2-2,7 pg 

por cada 3-9 pg de protefna. 

12. Composici6n vacunal segdn la reivindicaci6n 1, caracterizada porque los 
antfgenos a incluir adicionalmente son seleccionados del grupo consistente 
en: protefnas naturales o recombinantes, peptidos, sacaridos, £cidos 

10 nucleicos; conjugados o alergenos. 

13. Composition vacunal segOn la reivindicaci6n 12, caracterizada porque el 
antfgeno adicionado sean protefnas del virus de la hepatitis C. 

14. Composici6n vacunal segun la revindication 12, caracterizada porque el 
antfgeno adicionado sean epitopes T o B 

15 15.Adyuvante vacunal caracterizado porque comprende estructuras cocleares 

proteolipidicas obtenidas a partir de vesfculas de membrana externa de 
organismos vivos. 

16. Adyuvante vacunal segun la reivindicaci6n 15, caracterizada porque dichas 
estructuras cocleares estan formadas por protefnas, Ifpidos y patrones 

20 moleculares asociados a patogenos. 

17. Adyuvante vacunal segun la reivindicaci6n 16, caracterizada porque los 
patrones moleculares asociados a patogenos se encuentran entre el 1% y el 
30% del peso proteico de la estructura. 

18. Adyuvante vacunal segun revindication 16, caracterizada porque los 
25 patrones moleculares asociados a pat6genos son seleccionados del grupo 

consistente en lipopolisacarido, peptidoglicano, lipoprotefna, acido teicoico, 
flagelina y lipofosfoglicano. 
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19. Adyuvante vacunal segun reivindicaci6n 15, caracterizada porque el 
organismo vivo de donde se extraen las vesfculas de la membrana externa a 
partir de las cuales se forman las estructuras cocleares es una bacteria, un 
protozoario o una c6lula animal. 

20. Adyuvante vacunal segun la reivindicaci6n 19 caracterizada porque dicha 
bacteria sea Gram negativa o Gram positiva. 

21. Adyuvante vacunal segun reivindicacion 20, caracterizada porque dicha 
bacteria Gram negativa es de los g§neros Neisseria, Haemophilus, 
Salmonella, Vibrio, Pseudomona o Shigella. 

22. Adyuvante vacunal segun la reivindicacion 20, caracterizada porque dicha 
bacteria Gram positiva es de los generos Streptococcus o Staphylococcus. 

23. Adyuvante vacunal segun reivindicaci6n 19, caracterizada porque el 
organismo vivo sea el protozoo del genera Leishmania. 

24. Adyuvante segun reivindicaci6n 19, caracterizado porque las estructuras 
cocleares provienen de una celula tumoral. 

25. Composici6n vacunal caracterizada porque comprende vesfculas de 
membrana externa obtenidas a partir de organismos vivos y opcionalmente 
uno o m&s antigenos,- asf como un excipiente adecuado. 

26. Composici6n vacunal segOn la reivindicacion 25, caracterizada porque dichas 
vesfculas de membrana externa esten formadas por protefnas, Ifpidos y 
patrones moleculares asociados a pat6genos. 

27. Composici6n vacunal segtin la reivindicaci6n 26, caracterizada porque los 
patrones moleculares asociados a pat6genos se encuentran entre el 1 % y el 
7% del peso de proteico de la estructura. 

28. Composici6n vacunal segCin reivindicacion 26, caracterizada porque los 
patrones moleculares asociados a patogenos son seleccionados del grupo 
consistente en lipopolisac£rido, peptidoglicano, lipoprotefna, acido teicoico, 
flagelina y lipofosfoglicano. 
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29. Composition vacunal segun reivindicacion 25, caracterizada porque el 
organismo vivo de donde se extraen las vesfculas de la membrana externa 
es una bacteria, un protozoario o una celula animal. 

30. Composici6n vacunal segOn la reivindicaci6n 29, caracterizada porque dicha 
bacteria puede ser Gram negativa o Gram positiva. 

31. Composition vacunal segun reivindicaci6n 30, caracterizada porque dicha 
bacteria Gram negativa es de los generos Neisseria, Haemophilus, 
Salmonella, Vibrio, Pseudomona o Shigella, 

32. Composition vacunal segdn la reivindicaci6n 29, caracterizada porque dicha 
bacteria Gram positiva es de los generos Streptococcus o Staphylococcus. 

33. Composition vacunal segun reivindicacion 29, caracterizada porque el 
organismo vivo es el protozoo del genera Leishmania. 

34. Composition vacunal segun la reivindicacion 29, caracterizado porque las 
vesfculas de membrana externa provienen de una c6Iula tumoral. 

35. Adyuvante vacunal caracterizado porque comprende vesfculas de membrana 
externa obtenidas a partir de organismos vivos. 

36. Adyuvante vacunal segun la reivindicaci6n 35, caracterizada porque dichas 
vesfculas de membrana externa estan formadas por protefnas, Ifpidos y 
patrones moleculares asociados a patogenos. 

37. Adyuvante vacunal segun la reivindicacion 36, caracterizada porque los 
patrones moleculares asociados a patdgenos se encuentran entre el 1% y el 
7% del peso de proteico de la estructura. 

38. Adyuvante vacunal segun reivindicaci6n 36, caracterizada porque los 
patrones moleculares asociados a pat6genos son seleccionados del grupo 
consistente en lipopolisacarido, peptidoglicano, lipoprotefna, £cido teicoico, 
flagelina y lipofosfoglicano. 
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39. Adyuvante vacunal segun reivindicaci6n 35, caracterizada porque el 
organismo vivo de donde se extraen las veslculas de la membrana externa 
es una bacteria, un protozoario o una c§lula animal. 

40. Adyuvante vacunal segun la reivindicacion 39, caracterizada porque dicha 
5 bacteria sea Gram negativa o Gram positiva. 

41. Adyuvante vacunal segOn reivindicacibn 40, caracterizada porque dicha 
bacteria Gram negativa sea de los g6neros Neisseria, Haemophilus, 
Salmonella, Vibrio, Pseudomona o Shigella. 

42. Adyuvante vacunal segdn la reivindicaci6n 40, caracterizada porque dicha 
10 bacteria Gram positiva sea de los generos Streptococcus o Staphylococcus. 

43. Adyuvante vacunal segun reivindicaci6n 39, caracterizada porque el 
organismo vivo es el protozoo del g§nero Leishmania. 

44. Adyuvante segun reivindicaci6n 39, caracterizado porque las vesiculas de 
membrana externa provienen de una c6lula tumoral. 

45. Metodo para la obtenci6n de estructuras cocleares a partir de vesfculas de 
membrana externa de organismos vivos caracterizado porque comprende los 
siguientes pasos: 

a. preparacion, a partir de las vesfculas de membrana externa naturales, 
de una solucion a una concentration de protefnas totales entre 3 y 6 
mg/mL, a la que se le anade un detergente no ionico hasta alcanzar 
una relacion de 10 veces la concentracion de proteinas. 

b. de desear incorporar otros antigenos de inter6s o patrones moleculares 
asociados a pat6genos estos se afladen a la soluci6n preparada en a) 
homogenizando la misma a raz6n de 0,2-2,7 pg por cada 3-9 pg de 

25 protema para los antigenos y de 1 a 30% la concentracion proteica 

para los patrones. 
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c. posteriormente, la solution de los pasos a) 6 b) se Ultra a traves de una 
membrana con tamano de poro de 0.2 pm para esterilizarla y eliminar 
los agregados de vesfculas de membrana externa no disueltos. 

d. posteriormente, se realiza una dialisis rotational o filtration tangential 
contra una soluci6n que contiene concentraciones de un ion 
multivalente, particularmente, Ca 2+ , Zn 2+ o Mg 2+ , entre 2,5 y 6,5 mM en 
condiciones tamponadas de pH 7,4 ± 0,2. 

e. finalmente, a las estructuras cocleares obtenidas se les realiza un 
tratamiento mecanico, particularmente, sonicacion en bano de agua 
temperada a una temperatura entre 15°C y 25°C durante 45 min., para 
homogeneizar el tamano de las partfculas. 

46. Composition vacunal segun reivindicaciones de la 1 a la 14, caracterizada 
porque es aplicada por via mucosal, parenteral o combination de las mismas. 

47. Composition vacunal de las reivindicaciones de la 26 a la 34, caracterizada 
porque es aplicada por via mucosal, parenteral o combinaci6n de las mismas. 

48. Adyuvante de las reivindicaciones de la 15 a la 24, caracterizado porque es 
aplicado por via mucosal, parenteral o combination de las mismas. 

49. Adyuvante de las reivindicaciones de la 35 a la 44 caracterizado, porque es 
aplicado por vfa mucosal, parenteral o combination de las mismas. 
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